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摘　 要：为筛选高效脱除玉米赤霉烯酮（Ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ，ＺＥＮ）的脱毒菌株，利用９６孔板高通量筛选
法，从１３５份赤霉病高发区域土壤样品中成功筛选出具有较强ＺＥＮ清除作用的两株芽孢杆菌Ｆｕ２
－３和Ｆｕ４１ － ３。经１６Ｓ ｒＲＮＡ序列分析，菌株Ｆｕ２ － ３和Ｆｕ４１ － ３分别为解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）和特基拉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ）。对其降解机理的初步研究表明，两株菌
对ＺＥＮ均具有一定程度的吸附作用，但主要脱毒作用仍为生物的降解作用。ＢＬＹＥＳ法研究结果表
明，菌株Ｆｕ４１ － ３的脱毒体系中仍具有较大雌激素毒性，菌株Ｆｕ２ － ３脱毒体系无雌激素响应，该菌
可将ＺＥＮ转化为雌激素含量极低的代谢产物，脱毒效果更佳。筛选获得了两株ＺＥＮ降解芽孢杆
菌，为ＺＥＮ的生物脱毒提供了一定的理论依据。
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　 　 玉米赤霉烯酮（Ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ，ＺＥＮ），即６ －
（１０ －羟基－ ６ －氧基－ １ －碳稀基）－ β －雷锁酸内
酯，是由镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）产生的一种非甾体类
雌激素毒素。ＺＥＮ主要存在于霉变的玉米、高粱、
小麦、燕麦等谷类作物的籽粒及奶类中，是农副产品

中污染范围最广的真菌毒素［１］。ＺＥＮ具有较强的
生殖发育毒性，动物长期摄入会出现流产、死胎等问
题；此外，该毒素还具有致癌性、肝肾毒性、血液毒
性、免疫毒性和遗传毒性［２ － ４］。ＺＥＮ不仅影响食物
安全，而且可以通过食物链在动物体或人体中造成
蓄积，进而危害人和动物健康。因此，解决其对粮食
和饲料的污染问题，对改善动物生产性能、提高人类
食品安全有非常重要的意义。
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ＺＥＮ的脱毒方法主要有物理法、化学法和生物
法。生物脱毒法是指微生物产生的次级代谢产物或
所分泌的酶分解、破坏毒素分子，产生无毒或低毒的
降解产物［５］，生物脱毒法专一性强，所需成本相对
较低，且对谷类作物营养成分造成的损失少，相对其
它脱毒方法而言，生物脱毒法具有更高的安全性和
可实用性。研究发现，很多微生物都有降解ＺＥＮ的
能力，如乳酸菌属［６］、芽孢杆菌属［７］、不动杆菌属［８］、
红球菌属［９］等；一些有益微生物如瘤胃中的假单胞菌
属ＴＨ －Ｎ１［１０］、粘膜乳杆菌Ｉｍ４２０８［１１］及白蚁肠道中
的毛孢子菌属新酵母菌（Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｉ
ｖｏｒａｎｓ）［１２］也具有良好的降解能力。但微生物在降解
ＺＥＮ的过程中可能产生其它具有雌激素毒性的代谢
产物，如α －玉米赤霉醇（α － ＺＥＲ）、β －玉米赤霉醇
（β － ＺＥＲ）等，进而不能起到真正的脱毒作用。因此，
如何有效筛选ＺＥＮ降解菌，得到将ＺＥＮ降解成无雌
激素毒性或低雌激素毒性降解产物的微生物，对ＺＥＮ
的生物防治具有重大指导意义。

ＢＬＹＥＳ法由Ｓａｙｌｅｒ等人在２００５年首次提出，是
一种能够高效、快速、灵敏地检测样品中所有雌激素
类物质含量的方法［１３］。该方法是在酵母雌激素筛
查法（Ｙｅａｓｔ Ｅｓｔｒｏｇｅｎ Ｓｃｒｅｅｎ，ＹＥＳ）的基础上发展起
来的，利用雌激素类物质与酵母细胞内人类雌激素
受体结合，诱导酵母细胞相关基因表达，产生荧光，
且在一定雌激素浓度范围内，体系中雌激素物质含
量与发光量成正比，从而达到准确定量的目的。近
年来，ＢＬＹＥＳ法逐渐应用于饮用水、工业废水或其
它水体的雌激素物质检测中［１４ － １５］，在打印纸双酚Ａ
类物质［１６］检测及印刷电路板多氯联苯类物质检
测［１７］等方面也有一定应用，但极少用于ＺＥＮ脱毒
菌株的筛选验证。生物降解ＺＥＮ因其降解产物未
知、多样，用一般化学方法或免疫化学方法无法准确
得知降解产物结构及其雌激素毒性，ＢＬＹＥＳ法对所
有雌激素类物质都具有极强的信号感应，能高效灵
敏地检测出不同微生物ＺＥＮ降解产物的总雌激素
毒性，可用于对ＺＥＮ脱毒菌株代谢产物的雌激素毒
性验证，准确排除假阳性降解菌，是目前ＺＥＮ降解
菌株筛选验证的一种新兴方法。

本研究利用ＨＰＬＣ法与ＢＬＹＥＳ法相结合，从江
浙地区的１３５份土壤样品中筛选具有高效清除ＺＥＮ
能力的芽孢杆菌，探究其脱毒体系有无雌激素响应。
对菌株进行分子生物学鉴定，并对其清除ＺＥＮ的特
性进行初步研究，为ＺＥＮ的生物脱毒及应用奠定了
理论基础。

１　 材料与方法
１． １　 实验材料

土壤样品：采自江苏、浙江等赤霉病高发地区，
共１３５份。

ＬＢ培养基：每升培养基含酵母浸粉５ ｇ，蛋白胨
１０ ｇ，ＮａＣｌ １０ ｇ，琼脂２０ ｇ，ｐＨ ７． ０ ～ ７． ２。

色谱纯乙腈、甲醇：Ｄｉｋｍａ；ＺＥＮ标准品：Ｓｉｇｍａ。
高压细胞破碎仪（ＴＳ２ ／ ４０ ／ ＡＡ ／ ＡＡ）：英国Ｃｏｎ

ｓｔａｎｔ Ｓｙｓｔｅｍｓ公司；高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ５１５ ／
７１７ ／ ４７４）：美国Ｗａｔｅｒｓ公司；微孔板读数仪（Ｓｙｎｅｒｇｙ
ＨＴ）：美国Ｂｉｏｔｅｋ公司。
１． ２　 实验方法
１． ２． １　 ＺＥＮ脱毒菌株的筛选

９６孔板高通量法筛选ＺＥＮ脱毒菌株：土样中加
入适量无菌水后用均质机进行均质，均质完成后，静
置３０ ｍｉｎ，取上清液８０ ℃水浴１ ｈ，１０％接种量接种
至含１０ μｇ ／ ｍＬ ＺＥＮ的ＬＢ培养基中，３７ ℃，２００ ｒ ／
ｍｉｎ条件下培养４８ ｈ，以１０％接种量转接至ＺＥＮ终
浓度为１５ μｇ ／ ｍＬ的培养基中继续培养，培养好的
菌液逐级转接并增加９６孔板中ＺＥＮ浓度（３０、５０、
８０ μｇ ／ ｍＬ），ＨＰＬＣ法检测９６孔板培养后上清液中
ＺＥＮ含量，以接入等体积无菌水的培养液为阴性对
照。将有明显脱毒效果的菌液梯度稀释后涂布于
ＬＢ平板上，３７ ℃培养，挑取形态不同的单菌落接种
于含２０ μｇ ／ ｍＬ ＺＥＮ的ＬＢ液体培养基中，培养４８ ｈ
后ＨＰＬＣ检测ＺＥＮ含量，进一步筛选具有清除ＺＥＮ
活性的菌株。
１． ２． ２　 玉米赤霉烯酮的ＨＰＬＣ检测

取待测样品，加入等体积甲醇，充分混匀后浸提
１ ｈ以上。检测条件：安捷伦Ｃ１８柱（５． ０ μｍ，１５０
ｍｍ ×４． ６ ｍｍ）；流动相，乙腈∶水∶甲醇＝ ２３∶ ２３ ∶ ４；
流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１０ μＬ；检测波长：激发波
长２７４ ｎｍ，发射波长４４０ ｎｍ。

ＺＥＮ标准曲线：ｙ ＝１ ７６６ １７０ｘ － ４３０ ６７５． ０６９ ４７，
Ｒ２ ＝ ０． ９９９ ９，ｘ为ＺＥＮ浓度（μｇ ／ ｍＬ），ｙ为峰面积
（ｍｖ·ｓ），标准曲线在１． ０ ～ ５０． ０ μｇ ／ ｍＬ浓度范围
内线性关系良好。
１． ２． ３　 脱毒菌株１６Ｓ ｒＲＮＡ鉴定

１６Ｓ ｒＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增引物为：２７Ｆ（５′ －
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′），１４９５Ｒ （５′ －
ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ －３′），由生工生物工程
（上海）有限公司合成。ＰＣＲ产物经纯化、转化、酶
切验证后，获得阳性转化子，送样至英潍捷基（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）公司进行测序。测序结果与ＮＣＢＩ中的
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ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行ＢＬＡＳＴ比对［１８］，应用ＭＥＧＡ
６． ０软件，采用邻位连接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ － Ｊｏｉｎｉｎｇ）进
行系统发育树构建和系统发育关系分析。
１． ２． ４　 脱毒菌株生长曲线及脱毒曲线测定

将活化的菌株接种到ＬＢ液体培养基中（含１０
μｇ ／ ｍＬ ＺＥＮ），使接种后的培养基初始ＯＤ６００值为
０． ２左右（阴性对照为未接种的培养基），于３７ ℃、
２２０ ｒ ／ ｍｉｎ振荡培养，在６００ ｎｍ波长下进行光电比
浊测定，绘制生长曲线；同时取菌液加入等体积甲醇
浸提，离心后取上清液，ＨＰＬＣ测定培养基中ＺＥＮ含
量，绘制脱毒曲线，探究菌株生长状况与脱毒率之间
的关系。
１． ２． ５　 脱毒菌株ＺＥＮ吸附情况探究

将培养至稳定期的菌液等分为２份，１份于
１２１ ℃条件下灭活１５ ｍｉｎ，另１份不做任何处理。２
份样品离心得细胞沉淀，用生理盐水洗涤沉淀３次
后重悬，加入ＺＥＮ，使其终浓度为１０ μｇ ／ ｍＬ，３７ ℃，
２２０ ｒ ／ ｍｉｎ条件下培养，于不同时间取样（１０ ｍｉｎ，２、
４、２４、４８ ｈ），离心得细胞沉淀，用等量生理盐水洗涤
３次，加入甲醇充分浸提残余细胞中ＺＥＮ，ＨＰＬＣ检
测其含量（平行重复３次）。
１． ２． ６　 ＺＥＮ脱毒菌株活性物质定位

取培养至稳定期的菌液，５ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心２０
ｍｉｎ，菌液上清液４ ℃保存备用，下层细胞用Ｔｒｉｓ －
ＨＣｌ（ｐＨ ７． ４）洗涤３次并重悬，重悬后菌体经细胞
破碎仪充分破碎，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心除去细胞碎片，
所得上清液为细胞内容物。将菌液上清液与细胞内
容物分别做如下处理：①上清液不做任何处理，４ ℃
暂存；②上清液中加入蛋白酶Ｋ处理（１００ μｇ ／ ｍＬ，
５８ ℃）后沸水浴处理（２ ｈ）；③细胞内容物不做任何
处理，４ ℃暂存；④细胞内容物加入蛋白酶Ｋ处理后
沸水浴处理。将处理好的样品在无菌条件下过
０． ２２ μｍ水系滤膜充分除菌，加入终浓度为１０ μｇ ／
ｍＬ的ＺＥＮ，３７ ℃条件下培养，于０、２４、４８、７２、９６ ｈ
取样，ＨＰＬＣ检测残余ＺＥＮ含量。
１． ２． ７　 ＢＬＹＥＳ测定脱毒菌液雌激素毒性

将脱毒菌株培养至稳定期，加入终浓度为１０
μｇ ／ ｍＬ的ＺＥＮ后继续培养，定时取样，ＨＰＬＣ检测
残余ＺＥＮ含量，ＺＥＮ基本脱除完全后，ＢＬＹＥＳ测定
其中总雌激素毒性，阳性参照为加入ＺＥＮ后脱毒培
养０ ｈ样液，阴性参照为ＬＢ液体培养基。进行
ＢＬＹＥＳ检测前，用色谱级甲醇对ＺＥＮ脱毒菌液上清
液进行梯度稀释，获得５０％、２５％、１０％、５％、
２． ５％、１％、０． ５％的稀释液，同时，在２８ ℃、２００ ｒ ／

ｍｉｎ条件下用ＹＭＭ培养基将酵母培养至ＯＤ６００
０． ６ ～ ０． ８之间。测定时，吸取不同稀释度的上清液
样品２００ μＬ于酶标板中，待样品中水分及甲醇自然
挥干后，在样品孔中加入２００ μＬ ＢＬＹＥＳ酵母菌液，
置于２８ ℃条件下静置培养５ ～ ８ ｈ，调节酶标板发光
测定灵敏度为１３５，在该灵敏度下测定各样品的发
光值。
２　 结果与分析
２． １　 ＺＥＮ脱毒菌株的筛选

将１３５份土壤样品按１． ２． １方法进行筛选，结
果表明，１５份土壤中的微生物对ＺＥＮ具有明显的清
除作用，重复验证（平行３次）后挑选出６孔ＺＥＮ清
除率达到９０％以上的阳性样品，经稀释后涂布平
板，分离出３４株单菌落，分离出的单菌落接种于含
有１０ μｇ ／ ｍＬ ＺＥＮ的ＬＢ培养基中培养，ＨＰＬＣ检测，
筛选得到具有明显ＺＥＮ清除效果的菌株Ｆｕ２ － ３和
Ｆｕ４１ － ３。如图１所示，ＺＥＮ及其衍生物α － ＺＥＲ与
β － ＺＥＲ的保留时间分别为７． ９７８ ｍｉｎ、５． ３２９ ｍｉｎ和
４． １７８ ｍｉｎ。菌株Ｆｕ２ － ３号和Ｆｕ４１ － ３号与ＺＥＮ共
培养后，ＺＥＮ峰基本消失，没有α － ＺＥＲ与β － ＺＥＲ
峰出现，表明两株菌对ＺＥＮ清除效果明显，且产物中
不含α － ＺＥＲ与β － ＺＥＲ。在本实验ＨＰＬＣ条件下，
两株菌将ＺＥＮ清除后并未产生明显ＺＥＮ产物峰。

图１　 不同样品的ＨＰＬＣ图
　 　 注：Ａ，ＺＥＮ标品及其衍生物α － ＺＥＲ和β － ＺＥＲ；Ｂ（ａ），Ｆｕ２ －
３脱毒前；Ｂ（ｂ），Ｆｕ２ － ３脱毒后；Ｂ（ｃ），Ｆｕ４１ － ３脱毒前；Ｂ（ｄ），
Ｆｕ４１ － ３脱毒后。
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２． ２　 脱毒菌株１６Ｓ ｒＲＮＡ鉴定
菌株Ｆｕ２ － ３和Ｆｕ４１ － ３测序片段大小均为

１ ５１５ ｂｐ。ＮＣＢＩ中Ｂｌａｓｔ比对结果显示，菌株Ｆｕ２ － ３
与解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）的同
源性高达９９． ４％，菌株Ｆｕ４１ － ３与特基拉芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ）的同源性高达９９． ７％。选取与
其同源性较高的２０株典型菌株建立系统发育树，结
果如图２所示，菌株Ｆｕ２ － ３与解淀粉芽孢杆菌、菌
株Ｆｕ４１ － ３与特基拉芽孢杆菌在同一分枝，故暂定
菌株Ｆｕ２ － ３为解淀粉芽孢杆菌、菌株Ｆｕ４１ － ３为特
基拉芽孢杆菌。

图２　 菌株Ｆｕ２ － ３和Ｆｕ４１ － ３系统发育树
２． ３　 ＺＥＮ脱毒菌株生长曲线及脱毒曲线

菌株生长曲线及脱毒曲线如图３所示。当菌株
初始ＯＤ６００为０． ２时，两株菌在培养２ ｈ后均进入对
数生长期，菌株Ｆｕ２ － ３在１３ ｈ左右达到稳定期，且
此时ＯＤ６００较高，约为１４；菌株Ｆｕ４１ － ３在１０ ｈ左
右达到稳定期，ＯＤ６００约为８，此后两株菌ＯＤ６００值
均逐渐下降，细胞开始凋亡。两株菌的生长特点
均符合芽孢杆菌生长特点。定时取样，ＨＰＬＣ检测
体系中残余的ＺＥＮ含量，探究菌株生长时间与
ＺＥＮ脱除率之间的关系，由图可知，菌株Ｆｕ４１ － ３
号的ＺＥＮ脱毒速率较高，在４ ｈ内可脱除体系中
９５． ２４％的ＺＥＮ，菌株Ｆｕ２ － ３在８ ｈ内ＺＥＮ脱除
率可达９３． ９２％。
２． ４　 ＺＥＮ脱毒菌株吸附情况

图４为不同处理条件下菌株对ＺＥＮ的吸附率，
初始ＺＥＮ添加量为１０ μｇ ／ ｍＬ，两种菌株对ＺＥＮ的
吸附较快，加入ＺＥＮ后１０ ｍｉｎ即有一部分ＺＥＮ被
吸附，且在４ ｈ左右吸附率达到最大值，约为６％ ～
８％，高温灭活细胞对ＺＥＮ的吸附能力略大于活
细胞。　

图３　 菌株Ｆｕ２ － ３和Ｆｕ４１ － ３的生长曲线和脱毒曲线

图４　 不同处理方式的细胞ＺＥＮ吸附率
　 　 注：Ａ，Ｆｕ２ － ３活细胞；Ｂ，Ｆｕ２ － ３灭活细胞；Ｃ，Ｆｕ４１ － ３活细
胞；Ｄ，Ｆｕ４１ － ３灭活细胞。
芽孢杆菌为革兰氏阳性菌，肽聚糖层较厚，其

Ｃ － Ｏ、ＯＨ、ＮＨ等基团空隙较大，利于ＺＥＮ进入［１９］，
且磷壁酸等多元醇，容易失去磷酸二酯键使细胞壁
表面带负电荷，结合ＺＥＮ［２０］，此外，细胞壁上某些多
糖和蛋白的疏水相互作用也有利于ＺＥＮ的吸
附［２１］。本研究中，高温灭活细胞菌体对ＺＥＮ的吸
附能力略高于活细胞菌体对ＺＥＮ的吸附能力，疑为
热处理使菌体细胞壁肽聚糖和多聚糖的肽键或糖苷
键断裂，使肽聚糖结构变薄、孔径增大，菌体对ＺＥＮ
的吸附能力增强［２２］。在本实验条件下，ＺＥＮ脱毒过
程中，细胞壁对ＺＥＮ有一定的吸附作用，但整体吸
附作用不高，对ＺＥＮ的脱毒主要为微生物的降解转
化作用。
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２． ５　 ＺＥＮ脱毒菌株功能物质定位
由图３可知，菌株Ｆｕ２ － ３和Ｆｕ４１ － ３的细胞培

养液均能在较短时间内清除绝大部分ＺＥＮ，但单取
其菌液上清液或细胞内容物时，对ＺＥＮ的清除效果
明显变弱（图５）。其中菌株Ｆｕ２ － ３的上清液及内
容物均有一定程度清除ＺＥＮ的能力；而菌株Ｆｕ４１ －
３的上清液在ＺＥＮ清除过程中起到了主要作用。

图５　 不同处理方式菌液各组分的ＺＥＮ脱除能力
　 　 注：①上清液不做任何处理，４ ℃暂存；②上清液中加入蛋
白酶Ｋ处理（１００ μｇ ／ ｍＬ，５８ ℃）后沸水浴处理（２ ｈ）；③细胞内
容物不做任何处理，４ ℃暂存；④细胞内容物加入蛋白酶Ｋ处理
后沸水浴处理。
总体上菌株Ｆｕ２ － ３与Ｆｕ４１ － ３的上清液对

ＺＥＮ的清除能力明显高于细胞内容物。Ｆｕ２ － ３菌
株上清液经过蛋白酶Ｋ处理和加热处理后，清除
ＺＥＮ能力减弱，但仍具有一定的清除效果，说明其
ＺＥＮ清除作用可能是由于胞外酶作用，同时也可能
是由于某种大分子物质与ＺＥＮ结合［２０］，且此种结
合作用受蛋白酶Ｋ和加热处理效果影响不大。而
Ｆｕ４１ － ３菌液上清液在经过失活处理后其ＺＥＮ清
除能力基本消失，说明菌株Ｆｕ４１ － ３清除ＺＥＮ的主
要活性物质为菌液上清液中的胞外酶。
２． ６　 ＢＬＹＥＳ测定ＺＥＮ共培养菌液雌激素毒性

向Ｆｕ２ － ３及Ｆｕ４１ － ３菌液中加入终浓度为１０
μｇ ／ ｍＬ的ＺＥＮ，摇匀后取样作为０ ｈ脱毒对照组，脱
毒组培养６ ｈ后，Ｆｕ２ － ３的ＺＥＮ脱除率为９９． ４１％，
培养５ ｈ后Ｆｕ４１ － ３的ＺＥＮ脱除率为９６． ２０％（液

相结果见图１ － Ｂ）。对以上脱毒率为９９． ４１％和
９６． ２０％的两份脱毒样品进行ＢＬＹＥＳ检测，确定体
系中残余雌激素毒性，检测前，用ＨＰＬＣ甲醇梯度稀
释样品，稀释后对照组ＺＥＮ浓度为０ ～ １０ μｇ ／ ｍＬ，
脱毒组稀释方法相同，ＢＬＹＥＳ测定前，酵母培养液
ＯＤ６００值为０． ６８１。

ＢＬＹＥＳ测定结果如图６，脱毒组Ｆｕ２ － ３的发光
值与对照组相比明显降低，在对照组ＺＥＮ浓度为
０ ～ １０ μｇ ／ ｍＬ浓度范围内，Ｆｕ２ － ３脱毒后体系无雌
激素响应，即当Ｆｕ２ － ３的ＺＥＮ含量减少９９． ４１％
后，体系中残余雌激素类物质基本清除，菌株Ｆｕ２ －
３在代谢ＺＥＮ的过程中将ＺＥＮ分解为无雌激素毒
性的降解产物，或将ＺＥＮ与其它大分子物质结合使
结合产物无法进入酵母细胞内部而失去雌激素毒
性。脱毒组Ｆｕ４１ － ３的发光值与对照组相比有所降
低，在对照组ＺＥＮ浓度为０ ～ １０ μｇ ／ ｍＬ时，其酵母
测定发光值降低６０％ ～ ８０％，结果表明，当脱毒组
Ｆｕ４１ － ３的ＺＥＮ含量减少９６． ２０％后，其体系中总
雌激素类物质减少６０％ ～ ８０％，故可推断在菌株
Ｆｕ４１ － ３作用下ＺＥＮ的脱毒产物仍具有较强雌激素
毒性，由ＨＰＬＣ结果可知，菌株Ｆｕ４１ － ３的代谢产物
不是ＺＥＮ常见衍生物α － ＺＥＲ和β － ＺＥＲ，可能是
其它具有雌激素活性的衍生物。将ＺＥＮ降解为无
雌激素毒性或低刺激素毒性方面，菌株Ｆｕ２ － ３的脱
毒效果优于菌株Ｆｕ４１ － ３的脱毒效果。

图６　 不同样品上清液雌激素活性测定
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３　 结论
本研究通过９６孔板高通量筛选土壤样品中的

ＺＥＮ脱毒菌株，获得菌株Ｆｕ２ － ３和Ｆｕ４１ － ３，１６Ｓ
ｒＲＮＡ鉴定两株菌分别为解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）和特基拉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅ
ｑｕｉｌｅｎｓｉｓ）。对其生长曲线和脱毒曲线的测定结果表
明，两株菌的生长均符合芽孢杆菌生长特点，且能在
６ ｈ内清除９５％以上的ＺＥＮ，菌株Ｆｕ２ － ３和Ｆｕ４１ －
３的细胞壁对ＺＥＮ均有一定的吸附作用，可能与其
特殊的细胞壁结构组成有关，菌株Ｆｕ４１ － ３脱除
ＺＥＮ的功能物质主要存在于细胞外上清液中，且受
蛋白酶Ｋ和加热的影响较大，可能为某种胞外酶；
菌株Ｆｕ２ － ３脱除ＺＥＮ的功能物质在其上清液中存
在稍多，且受蛋白酶Ｋ和加热的影响不大，因此其
ＺＥＮ的生物脱除作用可能为某种大分子物质的结
合作用。

研究采用ＨＰＬＣ检测法，并辅以ＢＬＹＥＳ验证，
能高效快速排除脱毒体系中雌激素毒性仍较大的假
阳性脱毒菌株，筛选出能将ＺＥＮ转化为雌激素毒性
极低或无雌激素毒性物质的菌株，为ＺＥＮ脱毒菌株
的筛选验证提供了新思路。本研究获得的高效脱毒
菌株Ｆｕ２ － ３能将ＺＥＮ降解或转化为雌激素毒性极
低的物质，为ＺＥＮ的生物脱毒机理研究及实际应用
提供了实验材料和理论基础。
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